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摘要 :【 目 的 】 随 着 杀 虫 剂 等 化 学 农药 的 大 规模 使 用 , 灰 飞 避 Laodelphax striatellus 的 抗 药 性 不 断 增强 ,防治 效果 下 
降 , 因 此 寻找 新 的 防治 方法 尤为 重要 。 本 研究 探索 使 用 杀菌 剂 来 减少 灰 飞 息 体内 共生 菌 的 数量 ,以 降低 灰 飞 各 的 
活力 ,为 “ 抑 菌 防虫 ”提供 理论 依据 。[ 方 法 ] 对 灰 飞 异体 内 的 类 酵母 共生 菌 ( yeast-like symbiotes, YLS) 进行 离 体 培 
养 并 鉴定 ,测定 离 体 培养 YLS 对 不 同 浓度 不 同 种 类 杀菌 剂 的 敏感 性 ,将 对 其 抑制 作用 明显 的 杀菌 剂 喷 施 于 麦苗 , 待 
灰 飞 乱 取 食 后 统计 灰 飞 乔 死亡 率 、 体 重 , 并 通过 荧光 定量 PCR 检测 体内 共生 菌 的 数量 变化 。[ 结果 】 离 体 培养 得 到 
1 $R YLS ,经 碳 源 同 化 实验 和 18S rDNA 分 子 鉴定 ,将 该 菌株 归 为 异常 毕 赤 酵母 Pichia anomala ,以 变性 梯度 凝 胶 电 
泳 (denatured gradient gel electrophoresis，DGGE ) 技 术 验 证 了 该 菌株 在 灰 飞 乔 体 内 的 存在 。 对 杀菌 剂 敏 感性 的 测定 
结果 显示 ,70% PERPE 50% JK WERE +25% JE; PL XE P. anomala 抑制 效果 明显 ,而 氟 吡 菌 胶 + 霜 霉 威 盐酸 盐 
(687.5 g a.i. /L) 与 40% WERE] P. anomala 的 抑制 效果 较 差 。 用 对 P. anomala 抑制 效果 明显 的 两 种 杀菌 剂 
(7096 Vs S HERI 5096 RERNE +25% Hai HH ) 以 800. mg/L 浓度 喷 施 麦苗 , 灰 飞 乱 取 食 喷 施 麦 苗 后 的 死亡 率 分 别 达 到 
46.7% 与 63.3% ,显著 高 于 对 照 ,而 体重 比 对 照 组 显著 低 。 荧 光 定量 检测 结果 表明 , 灰 飞 虱 体内 3 种 共生 菌 ( Noda 
菌 、 季 也 蒙 毕 赤 酵母 和 异常 毕 赤 酵母 ) 的 数量 在 使 用 了 各 种 杀菌 剂 后 均 显著 降低 。【 结 论 ] 结果 说 明 ,体外 喷 施 杀菌 
剂 对 灰 飞 乱 体内 共生 菌 有 抑制 作用 ,进而 对 灰 飞 乱 的 生长 存活 产生 影响 ,这 为 杀菌 剂 与 杀 虫 剂 的 协同 使 用 防治 灰 
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Abstract: [Aim] With the extensive application of chemical pesticides, the small brown planthopper, 
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Laodelphax striatellus has increased its resistance to pesticides so that the control effect of pesticides on L. 
striatellus is weakened. Therefore it is crucial to explore a new method for controlling this pest. In this 
study, we attempt to inhibit the abundance of symbiotes inside L. striatellus by fungicides to weaken the 
vitality of this pest, so as to provide a theoretical foundation for controlling L. striatellus through inhibiting 
yeast-like symbiont ( YLS). [Methods] The yeast-like symbiont was isolated from L. striatellus via in 
vitro culture and the susceptibility of the isolated YLS to different concentrations of fungicides was 
examined. The fungicides with apparently higher ability to inhibit the growth of YLS were applied on 
wheat seedlings used for feeding L. siriatellus. The mortality and body weight of L. striatellus adults were 
measured and the variation of the amount of YLS inside L. striatellus was examined through real-time 
florescent quantitative PCR. [Results] A strain of YLS was successfully isolated and identified as Pichia 
anomala based on the corresponding carbon assimilation experiment and 18S rDNA phylogenic analysis. 


Denaturing gradient gel electrophoresis ( DGGE) result further confirmed the existence of this strain in L. 
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striatellus. The test results of sensitivity to fungicides indicated that 7096 propineb and 50% tebuconazole 

+25% trifloxystrobin had obvious inhibitory effects on the growth of P. anomala while fluopicolide + 
propamocarb hydrochloride(687.5 g a. i./L) and 4096 pyrimethanil had relatively less inhibitory effects 
on the growth of P. anomala. When two fungicides (70% propineb and 50% tebuconazole + 2596 
trifloxystrobin with obvious inhibitory effect were applied on wheat seedlings at the concentration of 800 
mg/L, the mortality of L. siriatellus adults feeding the treated wheat seedlings reached 46. 7% and 
63.396 , respectively, which was apparently higher than that of the control group, and the body weight of 
L. striatellus adults in the treatment group was also less than that of the control group. Real-time 
florescent quantitative PCR results indicated that the amount of YLS of three strains ( Hypomyces 
chrysospermus , Pichia guilliermondii, and P. anomala) inside L. striatellus dropped sharply after 
different fungicides were applied. [Conclusion] The results suggest that the fungicides applied in vitro on 
L. striatellus have inhibitory effects on their YLS, thus impacting the survival of L. striatellus, and this 
validates the feasibility of " reduction in use of pesticides through use of fungicides" strategy in controlling 
L. striatellus. 


Key words: Laodelphax striatellus; Pichia anomala; in vitro culture; fungicide; biological control; 


denatured gradient gel electrophoresis ( DGGE) 





JK | Laodelphax striatellus Jg F ^E $8 H 
( Hemiptera) KAP} ( Delphacidae ) ,是 一 种 重要 的 农 
业 害 虫 , 除 以 刺 吸 危害 水 稻 KE ,小麦 等 作物 外 ,还 
传播 水 稻 条 纹 叶 枯 病 ,水稻 黑 条 矮 缩 病 和 玉米 粗 缩 
病 等 病毒 ,造成 巨大 产量 损失 ( 丁 锦 华 和 苏 建 亚 ， 
2001) 。 目 前 对 灰 飞 各 的 防治 主要 采用 化 学 杀 虫 
剂 。 但 由 于 长 期 大 量 和 不 合理 的 使 用 杀 虫 剂 , 导致 
灰 飞 翅 对 很 多 杀 虫 剂 产生 了 不 同 程度 的 抗 性 ( 王 谍 
华 等 , 2010) ,而 人 们 为 提高 杀 虫 效果 则 不 断 加 大 杀 
虫 剂 的 使 用 剂量 ,如 此 形成 恶性 循环 ,不 仅 飞 恒 难 以 
得 到 防治 ,同时 对 环境 和 非 靶 标 生 物产 生 了 严重 的 
和 危害。 因此 寻找 新 的 防治 途径 ,有 效 减 少 化 学 杀 虫 
剂 的 使 用 是 灰 飞 乱 防治 的 关键 。 
研究 发 现 类 酵母 共生 菌 (yeast-like symbiotes , 
YLS) 存 在 于 飞 乔 腹部 脂肪 体 中 ,已 有 报道 它 与 褐 发 
UI SERIE (Koyama, 1985) 及 营养 提供 息 息 
相关 (Lee and Hou, 1987) ,对 褐飞虱 的 生长 .发 育 、 
繁殖 、 致 害 性 变化 等 方面 起 到 重要 作用 ( 吕 仲 贤 等 ， 
2001a, 2001b) 。 由 此 陈列 忠 等 (2006 ) 提出 了 ” 抑 
ERIR” 的 新 思路 , 即 通 过 抑制 飞 乱 体 内 的 共生 菌 ， 
降低 飞 虱 的 活力 及 耐 药 性 ,并 对 其 前 景 及 可 行 性 进 
行 了 讨论 。 已 有 研究 发 现 ,经 过 高 温 处 理 后 的 灰 飞 
融 , 其 体内 的 共生 茵 数量 明显 减少 ,最 终 导致 灰 飞 二 
的 耐 药性 减弱 ( 张 晓 婕 等 , 2008 ) 。 研 究 发 现 杀 菌 剂 
对 褐 飞 乱 体内 共生 菌 有 较 大 的 抑制 作用 (陈建明 
等 , 2009) , EDGE KE 2,3. 龄 若虫 杀伤 作用 明显 
(陈建明 等 ,1998 ) ,并 且 杀 菌 剂 相 比 杀 虫 剂 具 有 毒 
性 低 、 对 菌株 靶 标 性 强 等 特点 ,因此 ,杀菌 剂 与 杀 虫 
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38I RS EM] f FEES B 1A GRUB] — RIUBEIR 16 ,在 不 
影响 杀 虫 效果 甚至 提高 杀 虫 效果 的 情况 下 ,将 大 大 
减少 化 学 杀 虫 剂 的 使 用 。 但 杀菌 剂 的 得 选 还 缺少 理 
论 依据 ,同时 杀菌 剂 对 灰 飞 恒 及 其 体内 共生 菌 直接 
影响 的 相关 研究 也 未 见报 道 。 

明确 灰 飞 虱 体 内 共生 菌 的 多 样 性 ,以 及 共生 菌 
的 离 体 培养 及 生理 特性 的 研究 是 实现 灰 飞 剧 “ 抑 茵 
防虫 ”的 关键 。 陈 法 军 等 (2006) 通 过 冷冻 切片 和 显 
微观 察 初步 认为 , 灰 飞 虱 体内 存在 多 种 YLS; 本 研究 
组 前 期 通过 分 子 检测 生物 学 技术 证 明 灰 飞 乔 体内 存 
在 YLS ,如 Noda 菌 Hypomyces chrysospermus 和 季 也 
蒙 毕 赤 醇 母 菌 Pichia guilliermondii 的 存在 ( 白 旭 等 ， 
2010) 。 由 于 人 们 很 难 模拟 昆虫 体内 的 微 环境 ， 
此 YLS 的 离 体 培养 非常 困难 。Kusumi 等 (1979 ) 
离 体 培养 得 到 几 株 灰 飞 哉 YLS ,但 未 见 对 其 进行 准 
确 鉴 定 和 特性 研究 。 

本 实验 从 灰 飞 息 体内 成 功 分 离 培养 得 到 了 一 株 
YLS ,通过 18S rDNA 分 子 鉴定 将 其 归 为 异常 毕 赤 酵 
Pichia anomala, Jf: 3e JH ZE TE $h BE BE e ra vk 
( denatured gradient gel electrophoresis, DGGE ) 技术 
对 灰 飞 息 体内 存在 的 YLS 种 类 做 了 初步 鉴定 ,同时 
验证 了 异常 毕 赤 酵母 在 灰 飞 虱 体内 存在 的 真实 性 。 
该 技术 在 研究 微生物 群落 的 遗传 多 样 性 和 种 群 差异 
方面 具有 明显 的 优越 性 ( Muyzer et al., 1993) ,在 鉴 
定 褐飞虱 体内 共生 茵 多 样 性 中 已 得 到 较 好 的 应 用 
(Hou et al., 2013) 。 本 实验 对 该 菌株 的 生理 生化 特 
性 以 及 对 不 同 浓度 下 不 同 种 类 杀菌 剂 的 敏感 性 进行 
了 研究 , 租 选 抑制 作用 明显 的 杀菌 剂 喷 施 麦苗 , 待 飞 
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异 取 食 后 测定 杀菌 剂 对 刚 羽化 飞 虱 的 影响 ,及 其 体 
内 共生 茵 的 数量 的 变化 。 


1 材料 与 方法 


1.1 灰 飞 虱 虫 源 

IK KS BC RE BAT (119. 27*E, 29. 49*N) ff 
田 采 集 后 饲养 于 人 工 气候 箱 中 (温度 26 x 1C ,相对 
湿度 80% +5% , 光 周 期 16L: 8D) ,以 大 麦苗 继 代 饲 
养 50 代 以 上 。 
1.2 培养 基 和 碳 源 

本 实验 的 Yeast Nitrogen Base 培养 基 购 自 上 海 
生 工 生物 有 限 公 司 , GRACE 昆虫 培养 基 购 于 
Invitrogen 公司 ,其余 培养 基 购 于 北京 陆桥 技术 有 限 
责任 公司 ,包括 YPD 培养 基 、YM 培养 基 、PDA 培养 
基 和 Candia Elective Agar 培养 基 。 本 实验 供 试 碳 源 
均 购 于 上 海 生 工 生 物 有 限 公 司 ,包括 阿拉 伯 糖 、D- 
果糖 、D- 和 葡萄 糖 、D- 半 乳糖 乳糖、 甘露 醇 、D- 鼠 李 
糖 .D- 核 糖 .D- 木 糖 、 蕊 糖 、 淀 粉 和 甘油 。 
1.3” 供 试 农药 

本 实验 供 试 农药 均 购 于 拜耳 杭州 作物 科学 有 限 
公司 ,包括 70% 吡虫啉 (imidacloprid ) 水 分 散 粒 剂 ， 
5096 JX, Mh HX ( tebuconazole ) + 2596 j5 W WB 
(trifloxystrobin ) ZK ZH BURG] , 70% Vy £k £E ( propineb ) 
可 湿性 粉剂 , 氟 吡 菌 胺 (fuopicolide ) + 7A i Eti MR 
盐 (propamocarb ) 悬浮 剂 (687.5 g a. i. /L) , 4096 I% 
A Iit ( pyrimethanil ) 悬浮 剂 。 
1.4 共生 菌 的 分 离 培养 

参考 Hou 等 (2013 ) 的 方法 并 有 所 改动 。 每 次 
取 刚 羽化 的 灰 飞 乔 具 虫 10 头 , 用 75% 的 酒精 表面 
消毒 3 次 ,每 次 3 min ,无 菌 水 漂洗 3 次 ,每 次 3 min, 
在 超 净 工作 台 训 取 其 腹部 脂肪 体 并 收集 。 将 收集 好 
的 脂肪 体 分 别 接种 于 GRACE, YPD, PDA, YM, 
Candia Elective Agar 培养 基 中 , 涂 布 均匀 ,放置 于 
28 人 恒温 培养 箱 中 培养 48 h 后 观察 并 记录 结果 。 
在 有 菌 长 出 的 培养 基 上 ,用 接种 环 挑 取 单 菌落 ,加 入 
到 相应 的 液体 培养 基 中 ,28Y 下 180 r/min 摇 床 培 
养 24h, 重 复 3 次 。 
1.5 共生 菌 生理 生化 特性 测定 

将 分 离 得 到 的 共生 菌 在 4 ~38%C 下 培养 ,每 隔 
4% 设置 一 个 温度 梯度 ,测定 该 菌株 最 适 生长 温度 ; 
采用 灭 菌 后 的 1 mol/L HCl 与 1 mol/L NaOH 调节 
培养 基 的 pH, 用 于 优化 共生 菌 培 养 的 最 适 pH。 以 
上 实验 根据 共生 菌 生 长 情况 在 7 d 内 观察 实验 结 




















































































































果 。 参 考 谱 建 平 等 (2005 ) 的 生长 谱 法 ,对 共生 菌 的 
碳 源 同 化 能 力 进 行 测 定 ,28% 培养 48 h 后 观察 菌落 
1.6 共生 菌 的 分 子 鉴定 

1.6.1 基因 组 提取 : 取 纯 化 后 的 共生 菌 ,参照 酵母 
基因 组 DNA 提取 试剂 盒 ( 北 京 天 根 生 化 科技 有 限 
公司 ) 的 说 明 进 行 提取 。 

1.6.2 共生 菌 的 PCR 扩 增 :以 上 述 提取 的 DNA E 
为 模板 , 扩 增 所 用 引物 为 真菌 18S rDNA 通用 引物 
NS1ANS8( 表 1)。 扩 增 体系 为 50 kL, 其 中 包括 LA 
Taq DNA 聚合 酶 (5 U/uL)0. 5 pL,10 x LA buffer 
(& Mg” )5 uL, dNTPs (2. 5 mmol/L) 4 kL, 引物 
(10 pmol/L) 各 1 uL, DNA 模板 2 iL, Jil ddH,O 补 
齐 至 50 uL, PCR 反应 程序 为 :94% 预 变性 5 min; 
94*C 变性 30 s,55% 退火 30 s,72% 延伸 1 min,35 个 
循环 ;72% 延伸 10 min,4% 保存 。 扩 增 完 成 后 , 取 5 
uL PCR 产物 以 1% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 。 

表 1 本 研究 中 用 于 PCR,DGGE 和 qPCR 的 引物 
Table 1 Primers used in PCR, DGGE and qPCR 



























































引物 引物 序列 (5' 一 3') 引物 用 途 
Primer Primer sequence Primer use 
NS1 GTAGTCATATGCTTCTCTC 菌 通 用 引物 ! 
NS8 TCCGCAGGTTCACCTACGGA Fungal universal 
ITS4 TCCTCCGCTTATTCATATGC primers! 
NFGC? GCGGTAATTCCAGCTCCAA Hk PCR 引物 
NR CCCCGACTGTCCCTATTAATC Primers for 
ITS3GC? CATCGATGAACAACGCAGC nested PCR 
HF TCCCTCTGTGGAACCCCAT 
HR GGCGGTCCTAGAAACCAACA _ ENIO 
MF TAGTCGGACTAGGCGTTTG 定量 PCR 引物 
Primers for real-time 
MR GTTTGCTTGTTCTAAGGCCGG 
florescent 
PF GTCAAGGGTTAACTTGAAATATTGAC MG 
quantitative PCR 
PR TTAGTTTATTGTTGTTAAGCCGA 


' YLS 188 rDNA 特定 位 置 序列 引物 的 设计 参考 Noda 等 (1995 ) 
Position refers to the specific locations of the primers in the 18S IDNA 
sequences of YLS reported by Noda et al. (1995) ; ?GC- 夹 子 序列 为 
GC-clamp: CGCCCGCCGCGCCCGCGCCAGCCGCCGCGCCCGCCGCC. 








1.6.3 ”克隆 与 重组 质粒 的 筛选 与 鉴定 : PCR 产物 
的 回收 参照 试剂 盒 ( 上 海 生 工 ) 说明, 将 回收 的 PCR 
产物 连接 到 pMD18-T 载体 上 (TaKaRa) ,转化 人 大 
肠 杆菌 Escherichia coli JM109 感受 态 细胞 后 , 涂 布 于 
含 贫 下 青霉素 (Amp ,100 pg/mL) 的 LB 平板 上 , 倒 
置 培养 过 夜 。 用 灭 菌 牙签 挑 取 阳性 克隆 至 10 mL 的 
LB 培养 基 ( 含 100 g/mL Amp) 中 ,37% F 180 r/ 
min 摇 床 培养 10 h。 取 1.5 mL 培养 物 用 质粒 DNA 
抽 提 试剂 盒 ( 上 海 生 工 ) 抽 提 质 粒 ,经 PCR 验证 阳性 
克隆 。 将 插 有 目的 片段 的 重组 克隆 送 至 上 海 桑 尼 生 
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物 技术 有 限 公 司 测序 ,测序 结果 在 GenBank 中 进行 
Blast 同 源 序 列 检索 。 

1.6.4 序列 分 析 与 系统 进化 树 的 构建 :采用 Clustal 
X (1.83) 将 测序 获得 的 18S rDNA 序列 与 其 他 相近 
种 的 18S rDNA 序列 进行 多 重 对 比 , 之 后 用 MECA 
(4.1) 软 件 采 用 邻近 距离 (Neighbor-Joining) 算 法 构 
建 进 化 树 , 以 Noda Ki H. chrysospermus 为 外 源 物种 ， 
用 自 展 法 (Bootstrap ) 生 成 1 000 个 自 展 数据 集 。 

1.7 灰 飞 虱 体内 YLS 的 DGGE 分 析 

1.7.1 灰 飞 乱 体内 总 YLS 基因 组 的 提取 :提取 方 











后 待 其 冷却 至 45Y ,在 无 菌 操作 台中 用 移 液 枪 加 入 
与 所 需 浓度 相应 体积 的 杀菌 剂 , 混 匀 后 倒 入 无 菌 培 养 
了 L, 待 培养 基 凝 固 后 取 100 pL 离 体 培养 YLS 菌 液 涂 
布 于 培养 基 上 。 将 培养 下 用 封口 膜 密 封 好 后 于 28'C 
恒温 培养 箱 进行 培养 ,分 别 于 第 1,2 和 3 天 后 观察 菌 
落 生 长 情况 并 记录 。 每 个 处 理 分 别 设置 3 个 重复 。 
1.9 不 同 杀 菌 剂 对 灰 飞 虱 死亡 率 及 体重 的 影响 
杀 虫 剂 吡虫啉 按 最 小 推荐 浓度 40 mg/L 配制 ， 
杀菌 剂 采 用 400 和 800 mg/L 两 个 浓度 。 在 18 mm 
x180 mm 玻璃 试管 中 进行 ,每 个 试管 中 放 入 2 PRE 


















































法 参照 侯 云 (2013 ) 并 有 所 改动 : 取 刚 羽化 的 肉 成 虫 
100 头 ,75% 的 酒精 表面 消毒 3 次 ,每 次 3 min, AA 
水 漂洗 3 次 ,每 次 3 mins BSUC REIR I P ,7596 W 
精 消毒 、 无 菌 水 漂洗 ,然后 用 终 浓度 为 30% 的 
percoll,7 000 r/min 离心 10 min ,去 上 层 杂 和 蛋白 和 脂 
肪 ,下 层 沉淀 用 终 浓度 为 75% percoll,10 000 r/min 
超速 离心 2 min,75% 层 的 架 状 物 即 为 类 醇 母 共生 
,用 酵母 基因 组 DNA 试剂 盒 提取 基因 组 。 

1.7.2 f PCR: 第 一 轮 PCR: 以 上 述 提取 基因 组 
为 模板 , 扩 增 18S rDNA-5. 8S rDNA-ITS 序列 全 长 ， 
扩 增 引物 为 通用 引物 NS1AITS4, 扩 增 体系 及 条 件 同 
1.6.2 F. IÈ PCR :将 PCR 产物 1: 100 稀释 后 作 
为 模板 , 扩 增 引物 为 通用 引物 NFGC/NR ,ITS3GC/ 
ITS4 ,分 别 扩 增 18S rDNA ,ITS 序列 中 的 一 段 ,为 了 
提高 DGGE 的 检测 效率 ,在 上 游 引 物 的 5' 端 加 40 个 
碱 基 的 GC 夹子 ,序列 见 表 1。 扩 增 体系 同 第 一 轮 
PCR , 扩 增 条 件 为 94% 预 变性 5 min;94%C 变性 30 s, 
55% 退火 30 s,72% 延伸 30 s,30 个 循环 ;72%C 延伸 
10 min ,4% 保存 。 扩 增 完 成 后 , 取 5 uL PCR 产物 以 
1.5% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 。 

1.7.3 ZE EKER E yk (DGGE): 制备 浓度 为 
8% H R N dis pc Hc CN ds P c: 双 丙 烯 酰胺 = 
37.5:1, v/v) ,变性 范围 :20% — 5096 ,X 10 pL 梨 




























































































西 过 农药 的 麦苗 ,并 加 入 10. 头 刚 羽 化 的 肉 成 虫 ,用 
双 层 纱布 封口 ,放置 于 人 工 气候 箱 中 饲养 ,以 喷洒 水 
为 空白 对 照 ,每 组 3 个 重复 。 在 1~5 d 内 ,每 天 对 
每 管 中 灰 飞 恒 的 死亡 率 进行 统计 。 第 5 天 ,将 每 管 
中 剩余 活 虫 称 重 统计 , 取 平 均值 。 之 后 ,每 个 处 理 取 
10 头 活 虫 提 取 体 内 YLS 基因 组 ,解剖 收集 其 脂肪 体 
后 直接 用 酵母 基因 组 DNA 提取 试剂 盒 进 行 提取 ,用 
F YLS 的 绝对 荧光 定量 PCR 实验 。 

1.10 绝对 荧光 定量 PCR 对 灰 飞 虱 体内 YLS 数量 
的 测定 

1.10.1 质粒 标准 品 的 构建 : 通过 Primers 5 和 
Oligo7 软件 针对 3 PHIR KAUR Æ H, Efi Noda 
H. chrysospermus , 季 也 蒙 毕 赤 酵母 P. guilliermondii 
和 异常 毕 赤 酵母 已 anomala 设计 了 特异 的 谈 光 引 
物 ,分 别 为 HFAHR,MF/AMR,PF/APR( 表 1), 并 以 刚 
羽化 雌 成 虫 共生 戎 的 基因 组 为 模板 , 进行 普通 
PCR ,筛选 殉 光 引物 以 及 确定 qPCR 的 最 佳 退火 温 
度 。 将 扩 增 得 到 的 PCR. 产物 连接 到 pMDIS-T 载体 
上 ,然后 将 已 连接 有 目的 片段 的 质粒 导入 E. coli 
JM109 感受 态 中 ,重组 质粒 的 筛选 与 鉴定 同 1. 6. 3 
节 , 质 粒 浓度 的 测定 参考 Whelan 等 (2003 ) 。 

1.10.2 3 种 共生 菌 的 qPCR 测定 :将 标准 质粒 进行 
10 倍 梯度 稀释 , 每 个 标准 品 稀释 6 个 梯度 ,以 稀释 
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式 PCR 产物 加 2 uL 6 x loading buffer 混合 上 样 , 电 
泳 条 件 为 60% ,80 V,12.5 h。 电 泳 后 进行 银 染 参考 
梁 宏伟 等 (2008 ) 。 将 凝 胶 上 的 可 见 特征 条 带 切 割 
下 并 回收 至 1.5 mL Eppendorf 管 中 标 记 , 无 苦水 漂 
洗 几 次 后 ,的 碎 , 加 50 pL 无 菌 水 ,4% 过 夜 , 短 暂 离 
iD ,收集 上 清 液 为 模板 扩 增 ,所 用 引物 体系、 程序 同 
IX PCR , 扩 增 产物 用 1.5% 琉 脂 糖 凝 胶 电泳 分 析 。 
H WRR MFE 1.6.3 节 。 
1.8 不 同 杀菌 剂 对 共生 菌 的 抑制 作用 

测定 4 种 供 试 杀 菌 剂 对 离 体 培养 YLS 的 抑制 作 
用 。 配 制 YPD 培养 基 (20 mL/150 mL 锥 形 瓶 ) , K 






































倍数 的 对 数值 为 横 坐 标 ,Ct 值 为 纵 坐标 ,分 别 获得 3 
个 质粒 标准 品 的 标准 曲线 。 以 1.7 节 提 取 的 共生 霄 
基因 组 为 模板 , 扩 增 体系 如 下 : SYBR Green Mix 
12.5 uL, FE 2 pL, 引 物 各 0.5 pL, 加 ddH,0 补 齐 
至 25 kL。 反 应 程序 为 :94% 预 变 性 1 min;94% 变 
性 10 s,57%C (Noda F ) 3X 56% ( 2t, 22 EE ZR REBE) 
或 55%C (异常 毕 亦 酵母 ) 退火 30 5,40 个 循环 。 
1.11 数据 分 析 

灰 飞 乱 在 不 同 农药 下 死亡 率 及 体重 的 数据 统计 
采用 Microsoft Excel 2010 5j DPS v7.05 软件 ,不 同 
组 间 进 行 单 因素 方差 分 析 ( One-way ANOVA ) , 以 
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LSD 算法 进行 多 重 比 较 分 析 差 异 显著 性 ,有 显著 差 
异 (P<0.05), 极 显著 差异 (P<0.01)。 所 有 数据 
均 用 平均 数 + 标 准 差 表 示 。 对 灰 飞 贰 死亡 率 、 体 重 
及 其 体内 共生 菌 数 量 相关 性 的 分 析 采 用 软件 SPSS 
Statistics v19. 0, 以 Pearson 算法 , 双 变 量 了 检验 分 
fr. FH Microsoft Excel 2010 制作 不 同 农 药 对 灰 飞 息 
死亡 率 、 体 重 及 其 体内 YLS 数量 影响 的 变化 图 。 











2 结果 


2.1 RKA YLS 的 离 体 培养 与 生理 生化 特性 

在 离 体 培养 实验 所 用 的 5 种 培养 基 中 ,只 有 在 
YPD 培养 基 上 分 离 得 到 了 一 株 类 酵母 共生 菌 ( 图 
1) ,该 菌株 呈 乳 白色 ,表面 光滑 并 伴 有 芳香 气味 。 
生理 生化 特性 分 析 发 现 ,该 菌 在 4 ~36% 下 均 可 生 
长 ,其 中 在 24 ~32% 生长 恨 好 ,287Y 为 最 适 生长 温 
度 。 在 pH2 ~12 范围 内 均 可 生长 ,最 适 pH 为 7。 
12 种 碳 源 的 同化 的 结果 见 表 2, 与 酵母 分 类 手册 
( Kurtzman et al., 1998 ) 中 异常 毕 赤 酵母 的 描述 基本 
一 致 。 
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1 在 YPD 培养 基 上 YLS 的 分 离 纯 化 


Isolation and purification of YLS on the YPD medium 








Fig. 1 


2.2 离 体 培 养 YLS 的 分 子 鉴定 及 DGGE 验证 
采用 18S rDNA 通用 引物 NS1/NS8 扩 增 得 到 一 
条 长 约 1 766 bp 的 序列 (GenBank 登录 号 : 
KJ659884) (图 2) ,通过 同 源 性 分 析 对 比 发 现 与 P. 
anomala 18S rDNA 序列 (GenBank 登录 号 : X58054) 
具有 极 高 的 一 致 性 (99% ) ,从 系统 进化 树 ( 图 3 ) 中 
可 以 看 出 ,我 们 分 离 到 的 此 株 YLS 与 P. anomala 
归 为 一 类 。DGGE 图 谱 结 果 表 明 , 以 ITS3GC-ITS4 
和 NFGC -NR 为 内 引物 扩 增 共 得 到 10 条 特异 条 带 


表 2 异常 毕 赤 酵母 菌 在 氮 基 础 培养 基 上 的 碳 源 同化 结果 
Table 2 Carbon assimilation pattern of Pichia anomala 


on yeast nitrogen base 











碳 源 生长 情况 碳 源 生长 情况 
Carbon source Growth Carbon source Growth 
my» i D- 鼠 李 糖 
L-Arabinose D-Rhamnose 
D- 果 本 - D- 核 本 
D-Fructose D-Ribose 
D-AfjAj E a D-Ahil _ 
D-Glucose D-Xylose 
D- 半 乳糖 i Dti . 
D-Galactose D-Sucrose 
乳糖 E 淀粉 
Lactose Starch 
Zewe X 
Hem +++ 甘油 +++ 
Mannitol Glycerin 








+++: 大 量 生 长 Vast; ++: 较 多 生长 Major; +: 少量 生长 Little; 
- : 不 生长 或 基本 不 生长 Negative. 


























图 2 ” 离 体 培养 YLS 18S rDNA 的 扩 增 条 带 
Fig. 2 Amplification product of 18S rDNA from 
in vitro cultured YLS 
M: DL2000 DNA marker; 1: 以 NSI -NS8 为 引物 的 扩 增 条 带 Amplicon 
with primer NS1-NS8. 








(El 4) ,片段 大 小 约 298 ~377 bp ,其 中 既 包 含 已 报 
道 的 Noda W . 季 也 蒙 毕 赤 酵 母 和 假 丝 酵母 ,还 包含 
一 些 不 能 培养 的 真菌 ,以 及 本 实验 离 体 培养 得 到 的 


异常 毕 赤 酵 母 菌 ( 表 3) 。 从 而 验证 了 异常 毕 赤 酵母 
菌 在 灰 飞 乱 体内 的 存在 。 


2.3 不 同 杀菌 剂 对 异常 毕 赤 酵母 的 抑制 作用 
表 4 列 出 的 是 不 同 浓度 杀菌 剂 下 , 灰 飞 乔 体 内 

分 离 得 到 的 P. anomala 在 固体 培养 基 上 的 生长 情 

况 .70% 丙 森 锌 的 抑制 效果 最 为 明显 , 当 浓 度 达 到 











216 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 58 卷 




















100 


57p Pichia ciferrii (FJI53108.1) 
Candida silvicultrix (AB054561.1) 

















Pichia lynferdii (EF550480.1) 

52 Pichia sydowiorum (A]508275.1) 

1000 Pichia anomala (X580.54.1) 

Pichia myanmaensis (AB126683.1) 

Candida odintsovae (AB054570.1) 

Pichia hampshirensis (FJ381688.1) 

Saccharomyces dairenesis (AY251641.1) 
Candida palmioleophila (A4B013520.1) 

Pichia guilliermondii (AB054282.1) 
Candida fermenticarens (AB013525.1) 
Debaryomyces (AB013567.1) 


Hypomyces chrysospermus (M89993.1) 


到 3 基于 18S rDNA FÆRI KAUA NIABA YLS 与 近 缘 种 间 的 系统 进化 树 


Fig. 3 Phylogenetic tree of the isolated YLS from Laodelphax striatellus and other close related strains based on 18S rDNA sequence 
* 本 实验 中 分 离 得 到 的 YLS ( YLS isolated in this study). 


表 3 DGGE 特异 条 带 的 鉴定 
Table 3 Identification of specific DGGE bands 




















最 似 序列 物种 名 称 及 序列 
序列 长 度 其 序列 登录 号 n 
Sequence 引物 Name of the closest relative 
; . ; Sequence 
size Primers species and the GenBank . A 
> identity 
(bp) accession no. of the 
(%) 
homologous sequences 
Pichia anomala 
298 NFGC-NR 99 
( EF427893) 
305 NFGC-NR Conidae 99 
(HQ916867 ) 
Hypomyces chrysospermus 
308 NFGC-NR 99 
( AF267232) 
373 ITS3GC-ITS4 Pichia anomala 99 
EE ( AF218991) 
Pichia guilliermondii 
77 ITS3GC-IT* 
3 TS3GC-ITS4 ( KF468192) 99 
Uncultured fi s 
335 TTS3GC- ITS4 M ADAC HA UE 99 


( KF800290) 


400 mg/L 时 P. anomala 不 能 生长 ,50% JY, RERE + 
25% 上 膨 菌 酯 的 抑制 效果 其 次 , 当 浓 度 达到 800 mg/L 
时 P. anomala 不 能 生长 ,而 氟 吡 菌 胺 + RH Rus 
ib 4096 WEINE] P. anomala 的 抑制 效果 较 弱 。 
2.4 不 同 农药 对 灰 飞 虱 及 其 体内 共生 菌 的 影响 
根据 P. anomala 对 不 同 农药 的 敏感 性 ,选取 
P. anomala 敏感 的 杀菌 剂 70% 丙 森 锌 .50% 成 唑 醇 
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图 4 YLS 的 DGGE 图 谱 

Fig. 4 Identification of YLS by using DGGE 
1: 以 NFGC-NR 为 内 引物 扩 增 18S rDNA 区 域 片 段 The 18S rDNA 
fragments amplified with primers NFGC-NR; 2; 以 ITS3GC-ITS4 为 内 引物 
3 99 ITS 区 域 片段 The ITS fragments amplified with primers ITS3GC-ITSA. 


箭头 所 指 为 特异 性 条 带 。The arrows indicate the excised specific bands. 


























+25% 胞 菌 酯 ,以 及 敏感 性 较 差 的 40% TER CETT 
试验 ,以 清水 为 阴性 对 照 , 杀 虫 剂 吡虫啉 为 阳性 对 
照 。 实 验 结果 显示 (图 $, 表 5) ,吡虫啉 处 理 下 灰 飞 
到 的 死亡 率 达 98. 396 , 而 两 种 杀菌 剂 7096 V PRSE. 
50% JX WR +25% 乳 菌 酯 对 灰 飞 乱 的 影响 明显 ,在 
800 mg/L 浓度 下 导致 灰 飞 乱 死亡 率 达 46% VE, H. 
处 理 后 灰 飞 乱 的 体重 也 显著 轻 于 其 他 处 理 。 
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表 4 不 同 杀菌 剂 对 异常 毕 赤 酵 母 的 抑制 作用 
Table 4 Inhibitory effect of different fungicides on Pichia anomala 












































杀菌 剂 浓度 EE 50% 戊 唑 醇 +25% fo ANE LIE PROP + 霜 霉 威 盐酸 盐 40% VES f 
Ne i 7096 Vj E 1 : 1 
Fungicide concentration 70% Propineb 50% Tebuconazole + Fluopicolide + propamocarb Pyrimethanil 
t Propine 
(mg/L) E 25% trifloxystrobin (687.5 g a.i. /L) (400 g a. i. /L) 
50 十 十 十 十 十 
100 十 十 十 
200 十 十 
400 一 十 十 十 十 十 十 十 
800 -= +++ +++ 
1 600 +++ ++ 
6 400 +++ ++ 
12 000 ++ + 


+++: 大 量 生 长 Vast; ++: 较 多 生长 Major; + : 少量 生长 Little; - : 不 生长 或 基本 不 生长 Negative. 





体重 pm wcight (mg) 
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死亡 率 Mortality (26) 
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农药 类 型 及 浓度 (mg/L) 农药 类 型 及 浓度 (mg/L) 
Pesticide type and concentration Pesticide type and concentration 
© 95rc€ 
€ 90 
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8 8.0 Duns cu 
9 . 
8 75 ^ 
un ^, 
ES " 
m . 
Dus 
E 
只 
El 
al 





农药 类 型 及 浓度 (mg/L) 


Pesticide type and concentration 

















图 5 不 同 农药 对 灰 飞 乱 成虫 死亡 率 (A) 、 体 重 (B) 及 其 体内 YLS 数量 (C) 的 影响 
Fig. 5 Influence of different pesticides on the mortality ( A) and body weight (B) of Laodelphax striatellus 
adults and the amount of YLS (C) in their bodies 
YLS 数量 为 3 种 YLS( Noda 菌 、 季 也 蒙 毕 赤 酵母 和 异常 毕 赤 酵母 ) 的 总 数 。The amount of YLS is the total of YLS of three strains ( Hypomyces 


chrysospermus , Pichia guilliermondii, and P. anomala). 
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喷 酒 杀菌 剂 后 灰 飞 异体 内 的 3 种 YLS( Noda — 与 其 死亡 率 呈 极 显著 负 相关 ,与 体重 极 显 车 正 相 关 。 
菌 ` 季 也 蒙 毕 赤 酵母 和 异常 毕 赤 酵母 ) 的 绝对 荧光 喷洒 不 同 农药 后 灰 飞 乱 死 亡 率 、 体 重 及 其 体内 共生 
定量 PCR 测定 结果 表明 ( 表 5) ,杀菌 剂 处 理 后 灰 飞 ”并 数量 的 变化 关系 如 图 5 所 示 , 随 着 灰 飞 虱 死亡 率 
BURNAY YLS 数量 均 显著 低 于 对 照 组 。 经 相关 性 ”的 上 升 , 灰 飞 乔 体重 及 体内 共生 菌 数量 相应 下 降 。 


分 析 发 现 ( 表 6) , 灰 飞 虱 的 死亡 率 、 体 重 与 其 体内 ”表明 杀菌 剂 可 以 通过 抑制 灰 飞 虱 体 内 的 YLS 而 对 
YLS 的 数量 相关 性 显著 ,其 中 灰 飞 虱 体内 YLS 数量 ” 灰 飞 乱 产生 影响 。 



































表 5 不 同 农药 对 灰 飞 虱 成 虫 死 亡 率 和 体重 及 体内 YLS 数量 的 影响 
Table 5 Influence of different pesticides on the mortality and body weight of Laodelphax striatellus adults 
and the amount of YLS in their bodies 























体内 YLS 的 数量 
duis 浓度 Pe BOR Cung) Amount of t in L. striatellus - 
de Concentration 1 " Noda 菌 ( x 10$ ) 季 也 蒙 毕 赤 酵母 异常 毕 赤 母 
Pesticides Mortality Body weight 
(mg/L) Hypomyces ( x10?) ( x10?) 
chrysospermus Pichia guilliermondii Pichia anomala 
70% Vj 3/5 
% WESEPE 400 15.0 +12.2 de D 1.145 £0.063a 8.047 x0.189 bAB 1.849 £0.108 bB 1.557 +0.074 bB 
Propineb 
70% V3 3 RE 
d ed 800 46.7 x14.1 cC 1.034 £0.024 b 7.833 €x0.463 bAB 1.398 +0.043 cC 0.373 x0.034 dD 
ropine 


5096 JV. WEE Tebuconazole + 
25% f; Hg Trifloxystrobin 


400 15.0x12.2 deD 1.154 +0.069a 7.900 x0.219 bAB | 1.684 x0.037 bBC 1.319 +0.041 bcBC 








50 儿 成 哗 醇 Tebuconazole+ 800 63.3+11.2 bB 1.007+0.057 b 5.640+0.394 cC 0.58740.179 dD 0.324 +0.061 dD 
25% #5 H Trifloxystrobin EE ` Ta ` ENS s ` RS i ras 
% E 
4090 WERE 800 21.7 $7.5 dD 1.131 £0.080 a. 8.033 0.163 bAB..1. 717 0. 100 bBC 1.154 20.079 cC 
Pyrimethanil 
W 
HL 40 98.3 24.1 aA ND ND ND ND 
Imidacloprid 


水 Water 6.7 +8.2 eD 1.170 +0.090 a 8.697 x0.398aA 2.476 +0.233 aA 2.142 +0.319 aA 


ND: 未 能 检测 到 Not detected. 结果 为 平均 值 上 标准 差 , 3 个 重复 , 同一 列 不 同 小 写字 母 表示 存在 显著 差异 (P<0.05, LSD 检验 ), 同一 列 不 同 
大 写字 母 表 示 存 在 极 显著 差异 (P<0.01, LSD 检验 ) The results are means + SD of three replicates. Means within a column followed by different 
lowercase and capital letters are significantly different ( P «0. 05) and extremely significant different (P «0.01) (LSD test) , respectively. 

















RO 灰 飞 虱 成 虫 死 亡 率 、 体 重 及 其 体内 YLS 数量 的 相关 性 
Table 6 Correlation of the mortality and body weight of Laodelphax striatellus adults and the amount of YLS in them 

















死亡 率 体 YLS 数量 
Mortality Body weight Amount of YLS 
NR Pearson correlation 1 -0.865 * -0.913 ** 
: Sig. (2-tailed) 0.012 0. 004 
Mortality 
N 7 7 7 
Pearson correlation -0.865 * 1 0.976 ** 
体 Sig. (2-tailed) 0.012 0 
Body weight 
N Ju 7 7 
YLS 数量 Pearson correlation -0.913 ** 0.976 ** 1 
S 数量 Sig. (2-tailed) 0.004 0 
Amount of YLS 
N 7 7 7 











“在 0.05 水 平 ( 双 侧 ) 上 显著 相关 Significant correlation at the 0. 05 level (2-tailed) ; ** $E 0. 01 水 平 ( 双 侧 ) 上 显著 相关 Significant correlation at 
the 0. 01 level (2-tailed). 

恒 体 内 分 离 到 一 株 YLS ,经 分 子 鉴定 为 异常 毕 赤 酵 

3 讨论 P. anomala ,同时 该 菌株 的 碳 源 同化 能 力 与 酵母 

分 类 手册 (Kurtzman ，1998 ) 中 异常 毕 赤 酵母 的 描述 

本 实验 从 共生 菌 的 离 体 培 养 人 手 , 成 功 从 灰 飞 ”基本 一 致 。 已 有 报道 该 菌 存在 于 蚊 类 (Anopheles 
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Aedes aegypti 和 Ae. 
albopictus ) 体内 ,并 对 控制 蚊虫 疾病 的 传播 具有 重要 
的 作用 (Ricci et al., 2011) ,但 在 灰 飞 乔 中 的 发 现 尚 
属 首次 。 由 于 共生 菌 的 离 体 培养 存在 重复 性 差 、 易 
污染 等 问题 ,本 实验 反复 多 次 并 利用 不 同 酵母 培养 
基 进 行 实验 操作 , 均 在 YPD 培养 基 上 获得 该 菌株 ， 
且 该 菌株 可 以 稳定 传代 培养 。 本 研究 组 前 期 证 实 
DGGE 技术 可 用 于 分 析 褐 飞 异体 内 YLS 的 多 样 性 。 
为 了 验证 该 菌株 并 非 实 验 操作 中 污染 所 致 , 本文 以 
灰 飞 翅 为 研究 对 象 ,通过 DGGE 检测 不 仅 有 前 人 已 
发 现 了 的 Noda 菌 和 季 也 蒙 毕 赤 酵母 ,还 发 现 了 假 丝 
酵母 及 其 他 不 能 培养 的 真菌 。 不 仅 说 明 DGGE 技 
术 分 析 飞 乔 共 生 菌 种 群 的 有 效 性 ,更 重要 的 是 发 现 
了 异常 毕 赤 酵母 ,验证 了 该 菌株 在 灰 飞 乱 体内 的 存 
在 的 真实 性 和 体外 培养 获得 异常 毕 赤 酵 母 菌 的 准确 
性 。 有 研究 表明 ,YLS 作为 飞 乱 体内 与 飞 乔 在 进化 
过 程 中 长 期 共生 的 微生物 ,在 寄主 的 生长 .繁殖 过 程 
中 起 着 十 分 重要 的 作用 。 本 实验 组 前 期 从 褐飞虱 体 
内 分 离 的 假 丝 酵母 (Pang et al., 2012) ,已 成 为 研究 
褐 飞 恒 适应 外 界 环境 变化 的 重要 检测 指标 。 因 此 ， 
本 研究 离 体 培养 获得 的 P，anomala 有 望 成 为 研究 
灰 飞 乱 的 重要 指示 微生物 ,通过 其 生物 学 功能 及 代 
谢 途 径 研 究 有 助 于 阐明 该 菌株 与 寄主 特定 的 互 作 关 
系 以 及 灰 飞 乔 变异 机 制 。 

灰 飞 乱 一 直 是 我 国 重 要 的 农业 害虫 ,但 是 多 年 
来 过 分 地 依赖 于 化 学 农药 的 使 用 ,不 仅 导 致 了 较为 
严重 的 环境 问题 ,同时 也 导致 了 灰 飞 乔 产生 严重 的 
抗 药 性 ,防治 难度 不 断 上 升 ,寻找 新 的 治虫 途径 迫 在 
眉 睫 。 本 研究 检测 了 P. anomala 对 不 同 杀 菌 剂 的 
敏感 性 ,发 现 P. anomala 对 70% 丙 森 锌 和 50% 戊 
HERE +25% 且 菌 酯 两 种 杀菌 剂 较 为 敏感 。 本 实验 用 
喷洒 7096 ARRE 50% EERE +25% 且 菌 酯 两 种 杀 
菌 剂 的 麦苗 饲 喂 灰 飞 乱 ,结果 发 现 : 与 对 照 组 相 比 ， 
实验 组 灰 飞 乱 体内 的 3 种 YLS 数量 明显 减少 ,从 而 
导致 灰 飞 乱 的 体重 降低 、 死 亡 率 明 显 上 升 , 且 随 着 杀 
菌 剂 的 测试 浓度 的 提高 ,3 种 YLS 的 数量 减少 更 为 
明显 , 灰 飞 乱 的 死亡 率 与 体内 YLS 的 数量 呈 负 相关 
趋势 。 本 实 结果 证 实 , 以 P， anomala 为 靶 标 微生物 
筛选 的 杀菌 剂 可 作用 于 灰 飞 乱 体内 的 YLS 从 而 降 
低 灰 飞 乔 的 活力 ,实验 结果 为 “ 抑 菌 防 虫 " 提供 了 新 
的 理论 依据 ,也 为 今后 减少 杀 虫 剂 的 使 用 ,开发 杀 虫 
剂 和 杀菌 剂 混 合剂 型 生物 农药 防治 灰 飞 乱 提供 了 曾 
思路 。 


stephensi, An. gambiae, 
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